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ARHI（Aplysia ras homolog I ）是由 YU 等在 1999 年从人卵巢和乳腺上皮
细胞及其癌细胞中克隆并命名，定位于人染色体 1p31，全长 8kb，包含 2 个外显
子，一个内含子，编码 26-KD 的 GTP 结合蛋白。ARHI 是一种单等位基因表达
和母源性印迹的基因，它在肿瘤细胞中表达异常从而抑制肿瘤细胞的生长、运动




螺杆菌（HP）感染可激活 NF-ΚB，这表明 NF-κB 可能在 HP 感染到胃癌的发
生发展过程中起重要作用。而 ARHI 的表达异常可引起 NF-KB 上游的 MAPK、
STAT3、PI3K 等信号通路异常，为了进一步明确肿瘤发病的分子机制，我们拟
研究胃癌 MKN 细胞中 ARHI 基因与 NF-κB 细胞信号传导通路之间的联系。因
此，本实验选取胃癌细胞株 MKN、ARHI、NF-κB 作为研究对象，使用药物嘌
呤霉素构建胃癌细胞株 MKN 的 ARHI 干扰模型，进一步探讨 ARHI 与 NF-κB
之间的相互关系以及在胃癌发生发展中的可能机制。 
本实验通过将 pIRES2-EGFP-ARHII 重组质粒、NF-KB 报告基因质粒质粒共
转 293T 细胞，以 B-gal 质粒为内参，根据荧光素酶反应测定 NF-KB 转录激活能
力。观察胃癌 MKN 细胞株 siARHI 模型中 NF-κB 磷酸化水平以及细胞核内 NF-
κB 的变化情况，Western blot 法检测蛋白表达水平。结果表明，在 293T 细胞中
过表达 ARHI 可以明显下调 NF-κB 的转录激活能力；MKN 细胞株中干扰 ARHI
使其表达减少可使NF-κB磷酸化水平及细胞核内NF-κB蛋白水平均明显上调。 
由上述结果，我们发现，ARHI可以下调NF-κB的转录激活能力，且使NF-κB
的磷酸化降低从而减少入核。这些结论第一次证明了 ARHI 和 NF-κB 存在相互
作用，不仅明确了 ARHI 的新功能，为 ARHI 的抑癌机制提供了重要线索，而且

















ARHI（ Ras homolog member I ） was first identified from ovarian and breast 
cancers cell by Yu at 1999. The ARHI gene maps to a locus on human chromosome 
1p31, spans approximately 8 kb containing two exons and one intron, encodes a 26‐
kDa protein.ARHI is a maternally imprinted and monoallelic expressed tumor 
suppressor gene, the expression of which is abnormal in many cancers and inhabit the 
cancer cells growth, motility, and invasion. Nuclear transcription factors (nuclear 
factor - κ B) was first observed by Sen and Baltimore in B lymphatic nuclei extraction 
which is in combination of immunoglobulin κ light chain enhancer. Reported in the 
literature, NF - κ B promotes cancer occurs, tumor cell proliferation, invasion and 
metastasis through regulate the corresponding genic transcription. NF - κ B especially 
RelA (P65) overexpressed in gastric cancer,and helicobacter pylori (HP) infection can 
activate the NF - κ B, which indicates that the NF - κ B may play an important role  
in the occurrence and development of HP infection to stomach. And ARHI expresse 
abnormal can cause the abnormity in the MAPK,STAT3,PI3K signaling 
pathways ,which upstream NF - κ B.In order to further clarify the molecular 
mechanism about pathogenesis of tumors, we study for roles between ARHI and NF - 
κ B signaling pathways in gastric cancer cell MKN. Therefore, we selected gastric 
cancer cell MKN,ARHI,NF - κ B as the research object, construct siARHI model by 
puromycin, further discussing the possible mechanism between ARHI and NF - κ B in 
the occurrence and development of gastric cancer. 
The pIRES2-EGFP-ARHII recombinantplasmid, NF - KB luciferase reporter 
cotransfection to 293T cells,B -gal for contrast, determinate NF - KB transcription 
activated ability according to fluorescent element reaction. Observation about the 
phosphorylation level of NF - κ B and Western blot method detect the endonuclear 
protein expression level of NF - κ B in siARHI model of MKN lines. The results 
showed that, overexpressed of ARHI in the 293T cells can obviously down-regulated 
the transcription activated ability of NF - κ B ; reduces the expression of ARHI by 
siARHI can up-regulated the NF - κ B phosphorylation level and the nuclei NF - κ B 
protein levels . 















transcription activated ability of NF - κ B and reduce the nuclei NF - κ B protein 
levels by down-regulated the phosphorylation of NF - κ B. These conclusions first 
proved the relation between ARHI and NF - κ B, not only determine the new function 
of ARHI for tumor suppressor mechanism, and provides a new targets for tumor 
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26-KD 的 GTP 结合蛋白，是 RAS 超家族的一员，与 RAS 和 RAP 有明显的同源
性。然而，与 Ras 癌基因不同，ARHI 抑制肿瘤的生长、转移、侵袭。ARHI 的
N 末端有独有的 34 个氨基酸的延伸结构，这在其他 Ras 家族成员中是没有的，
从而表现出不同的 GTP 酶活性和效应功能，删除 N 末端，明显减轻 ARHI 抑制
细胞生长的效应。ARHI 定位于人类染色体 1p31，在乳腺癌和卵巢癌这一区域有
基因甲基化的高频缺失（40%）。此外，ARHI 还可通过 DNA 甲基化、组蛋白脱
乙酰化、转录和转录后调节而表达异常。在肿瘤细胞再次表达 ARHI 抑制
Ras/MAPK、STAT3、mTOR/VEGF 和 PI3K 信号通路，诱导 JNK，上调 P21，下
调细胞周期蛋白 D1。当 ARHI 明显过表达通过需钙蛋白酶而不是凋亡蛋白酶诱
导细胞凋亡，但当 ARHI 通过强力霉素诱导启动子表达位于生理水平时，则诱导
自我吞噬。 
1.1.1 ARHI 的发现与生物学特征。 
ARHI（ Ras homolog member I ）是由 YU 等在 1999 年从人卵巢和乳腺上
皮细胞及其癌细胞中克隆并命名的编码 26-KD 的单等位基因表达和母源性印迹
的 GTP 结合蛋白，属于 RAS 超家族，从其 N 端的第 35 个氨基酸起，与 RAS 和
RAP 有 55%-62%的同源性【1】。ARHI 基因定位于人染色体 1p31，它的结构特点
包括它的启动子和它上游甲基化状态的 CpG 岛。ARHI 基因持续大约 8kb，包括
2 个外显子，1 个内含子，外显子 1 包括 81 个不翻译的核苷酸，与外显子 2 之间
以 3.2kb 的内含子相连接。完全的蛋白编码区位于外显子 2，编码一个 229 残基
的小 GTP 结合蛋白【2】。（图 1）CpG 岛 1、2 位于启动子区域内，邻近外显子 1。
在转录起始位置上游 27bp 发现一个 TATA 盒，与几个假定的转录因子结合位置
有关，而转录起始位置上游一个 121bp 的序列是基础启动子活性所必须的。ARHI
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结合域、（2）一个假定的效应域 YLPTIENTY（与 Ras/Rap 家族 YDPTIEDSY 序
列不同）、（3）C 端的膜局部的 CAAX 序列。ARHI 在 N 末端有独有的 34 个氨
基酸的延伸结构，在 GTP 酶活性和效应域则与 Ras 有决定性的差异。和 Ras 一
样，ARHI 能与 GTP 高亲和力结合，但表现出较低的内在的 GTP 酶活性。磷标
记表明可能由于受损的 GTP 酶活性，ARHI 在静止细胞保持持续激活的 GTP 结
合态。ARHI 通过它 C-端残基的异戊二烯化在细胞膜相联系。C-端的保守 CAAX
盒的突变导致它的膜联系的缺失和抑制细胞生长能力的下降。Ser51 到 Asn 的转
化减少 ARHI 和 GTP 连接的生物学活性。Ala46 到 Val 的转化增强了 ARHI 的抑
制细胞生长的活性，这与 ARHI 内在的的 GTP 酶活性的大量减少有关。此外，
ARHI 与 GTP 酶活性有关的残基的转换能部分恢复了 ARHI 的 GTP 酶活性，而
这在 Ras 家族中则是保守的。消除 ARHI 独有的 N-端序列几乎废除了它对细胞
增殖的抑制作用，表明它在 ARHI 抑制功能上的重要性。【4】 
 
图 1  ARHI 基因结构 
与其他 Ras/Rap 家族相比，ARHI 表现出一些结构和功能性质上的差异。与
Ras 癌基因不同，ARHI 是抑癌基因，抑制肿瘤细胞的生长、运动和侵袭。在肿
瘤细胞再次表达 ARHI 抑制 Ras/MAP、STST3 和 PI3K 信号通路，诱导 JNK，




1.1.2 ARHI 能因杂合性缺失、CpG 岛甲基化、转录和转录后调节等而表达缺失： 
研究发现，ARHI 是一个印迹基因。用改良特异性甲基化法分析 4 个相关家
族，发现其后代中母源性 ARHI 等位基因印迹失活，仅有父源性 ARHI 等位基因
表达
【1】。虽然基因印迹的原理尚未完全明了，但其一个持续相关的外源性特征就
是 DNA 的 CpG 岛甲基化【8】。在 ARHI 基因有三个 CpG 岛，CpG 岛Ⅰ和Ⅱ定位
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的人类染色体 1 副本的鼠 A9 细胞上表达的 ARHI 也得到另外关于印迹的确认。
带有母源性等位基因的 A9 细胞三个 CpG 岛都甲基化且不表达 ARHI。与之相反，
带有父源性等位基因的 A9 细胞表达 ARHI，且三个 CpG 岛都不甲基化【9】。在正
常的成年人细胞，ARHI 仅仅从父源性的等位基因表达，母源性副本则沉默，一
旦有一次打击发生在父源性等位基因上, 可使功能仅存的等位基因序列丢失, 从
而导致 ARHI 基因失活, 增加了肿瘤的易感性。在 41 %的乳腺癌、卵巢癌，45 %
的胰腺癌中均存在 ARHI 的杂合性缺失[1、8]。 
ARHI 的表达缺失也能通过外源性机制产生：包括 DNA 甲基化、组蛋白脱
乙酰化、转录和转录后调节。Yuan 等[9]在几株 ARHI 表达减少的乳腺癌细胞株发
现异常的甲基化。在乳腺癌细胞株中 CpG 岛 1 有 67%高度甲基化，CpG2-33%，
CpG3-56%。在 44%的乳腺癌细胞株中发现 CpG 岛 2 的低甲基化。予甲基转移酶
抑制剂 5’-氮杂 2’2-脱氧胞嘧啶(5-aza-dC)处理后，可以逆转 CpG 岛 1、2、3
的异常甲基化，在一些细胞系可以部分恢复 ARHI 的表达。选择性单独甲基化
CpG 岛 2 或者联合甲基化 CpG 岛 1 能废除 ARHI 的启动子活性。单独甲基化 CpG
岛 1 部分抑制 ARHI 的启动子活性。因此，ARHI 启动子区域的 CpG 岛 2 的高度
甲基化与 ARHI 在乳腺癌细胞的完全表达缺失有关。其他外生的修饰例如 CpG
岛 3 的高度甲基化可能也与 ARHI 的表达缺失有关。 
Lu 等[10]研究指出 ARHI 启动子活性在乳腺癌细胞中下降，部分是由于转录
因子的负性调节效应。在 20-30%的乳腺癌和卵巢癌，ARHI 通过涉及 E2F1、E2F4
的转录机制下调，也通过 RNA 结合蛋白丢失导致 ARHI 的 mRNA 半衰期下降来
调节。Feng 等[11]研究表明组蛋白去乙酰化酶 HDACs 与转录因子 E2F1 或者 E2F4
复合体在下调乳腺癌细胞中 ARHI 的表达发挥关键作用，激活多聚的 HDACs 有
助于抑制乳腺癌细胞中肿瘤抑制基因 ARHI 的表达。 
1.1.3 ARHI 基因异常表达和肿瘤发生的关系 
1.1.3.1 ARHI 基因与乳腺癌、卵巢癌 
1999年Yu等[1]用差异显示PCR的方法发现在人正常卵巢和乳腺上皮细胞表
达而其癌细胞中不表达的 ARHI 基因。2004 年 Lu 等[12]通过比较 42 例人类卵巢
癌病人和正常卵巢上皮中 ARHI 表达情况，发现卵巢癌中 ARHI 的 mRNA 表达

















ARHI 的表达下调，在 407 例侵袭性的卵巢癌细胞中有 63%ARHI 的表达下调，
47%表达缺失，而 37%表达水平与正常卵巢上皮细胞一样。ARHI 的表达与肿瘤
分级、分期及总体生存率无关联。 




Luo 等[14]发现通过强力霉素诱导启动子使 ARHI 在 SKOv3 肿瘤细胞再表达
于与正常卵巢上皮细胞一致的生理水平时能通过几种时间依赖的特征性自我吞
噬来诱导细胞停止于 G2 期而不是凋亡[15] ，而 ARHI 与微管相关蛋白 LC3 共定
位且在自我吞噬小体的形成中发挥重要作用。电子显微镜显示的典型形态学和超
微结构的改变可见自噬性细胞死亡。ARHI 的 N 端延伸结构在 ARHI 诱导细胞生
长抑制中发挥关键作用，N 端缺失的突变体（NTD）产生适度的生长抑制和轻微




选 ARHI 的相互作用蛋白，发现 ARHI 与 STAT3 相互作用，STAT3 在乳腺癌和
卵巢癌中经常磷酸化和激活。STAT3 的酪氨酸磷酸化和非磷酸化形式都与 ARHI
相关，ARHI 明显抑制 STAT3 的 DNA 结合活性和抑制 STAT3 依赖的启动子活性
而不明显影响 STAT3 磷酸化。当 ARHI 和 STAT3 在 SKOv3 细胞中共表达，ARHI
在细胞质和 STAT3 形成复合体且阻止 IL-6 诱导的 STAT3 转移到核内，ARHI 也
抑制 STAT3 在细胞膜的相互作用，有助于抑制 STAT3 调节的细胞运动性。一种
缺失 NTD 的 ARHI 的突变体明显缺乏它的抑制活性，表明 ARHI 独特的 N 端有
助于抑制核内 STAT3 调节的转录活性。 
1.1.3.2 ARHI 基因与胰腺癌 
卢朝晖等[17]用原位杂交 PCR 和免疫组化法，对 57 例胰腺癌癌组织及正常胰

















发展过程中，ARHI 功能失活。杨红等[18]对 26 例胰腺肿瘤(23 例胰腺导管腺癌和
3 例胰岛细胞瘤)，12 例正常胰腺组织和 8 株人胰腺癌细胞株进行了研究，结果
发现正常人胰腺导管、腺泡、胰岛细胞胞质中均可见到 ARHI 蛋白的表达，而
47.8%(11/23)胰腺导管腺癌组织中无ARHI蛋白表达8个胰腺癌细胞株均无ARHI
的 mRNA 和蛋白的表达。进一步说明了 ARHI 基因和蛋白在正常人胰腺组织广
泛表达，但在胰腺癌组织中有较高比例的缺失，提示 ARHI 基因和蛋白在胰腺癌
的发生中起一定作用。Dalai 等[19]研究发现 ARHI 表达在正常胰腺或者高分化的
胰腺内分泌肿瘤（PET）与低分化的胰腺内分泌肿瘤之间有统计学的明显差异，
证实低 ARHI 的表达和较短的生存率有明显相关，且 ARHI 的低表达与 PET 短
时间内发展有关。ARHI 的 mRNA 表达似乎能预示疾病转归，与增殖指数 Ki67
相联系，是一个肿瘤快速复发的指标。Lu 等[20]通过稳定转染在表达缺失的胰腺
癌细胞中再表达 ARHI，运用流式细胞分析表明 ARHI 阻断细胞周期于 G 期。与
转染空载体相比，ARHI 转染使磷酸化 AKT 蛋白表达下降。ARHI 再表达通过抑
制 PI-3K/AKT 信号通路刺激 P53 蛋白增加 CDK 抑制剂 p21(WAF1)的表达。此外，
ARHI 通过抑制 PI-3K/AKT 信号通路增强 CKI P27 的表达。细胞周期蛋白 A 和
D1 的表达减少，而相同条件下细胞周期蛋白 E 不受影响。ARHI 转染子中 CDK2
和 CDK4 的活化减少。这些结果表明 PI-3K/AKT 信号通路在胰腺癌的发病机理
中发挥关键作用且 ARHI 通过调节几个关键 G 调节蛋白表现出抑制生长效应，
可能在胰腺癌的发展中发挥重要作用。 
1.1.3.3ARHI 基因与甲状腺癌 
Weber 等[21]通过全基因表达分析发现 ARHI 在甲状腺滤泡癌（FTCs）经常
表达下调，包括它的腺瘤样变体，甚至最低的侵略性状态，但不包括经典的乳头
状甲状腺癌或者囊腺瘤。FTCs 表现出强烈的等位基因不平衡，而且他们通过组
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合性缺失,且 1P 缺失（代表性的连同 19q 的缺失）已经被证明是对放化疗疗效和
有效预后的强有力分子标记。Riemenschneider等[22]发现当与保留 1P的肿瘤相比，
ARHI 的 mRNA 表达水平在少枝胶质细胞肿瘤明显下调伴随 1P 的缺失。评估
ARHI 的甲基化状态表明由于保留等位基因的甲基化作用的 ARHI 双等位相互作
用在 95%的少枝胶质细胞肿瘤伴随 1P 的缺失。与之相反，只有 28%没有 1P 的
缺失，且低于 5%的星型细胞肿瘤有双等位的相互作用，例如 ARHI 等位基因的
共同甲基化。而且，在少枝胶质细胞肿瘤病人双等位 ARHI 的相互作用与低 ARHI
转录水平和较长的生存率明显相关。这些数据表明在少枝胶质细胞肿瘤经常甲基
化、沉默和伴随 1P 的缺失的 ARHI 是少枝胶质细胞肿瘤一个新的、预后相关的
候选基因。 
1.1.3.5ARHI 基因与原发性肝癌 
Huang 等[23]用 RT-PCR 分析 HCC 样本中 ARHI 基因的表达，发现与邻近非
癌症的肝脏组织相比，在 42 例 HCC 样本中有 33 例的表达明显下调。此外，免
疫组化证实在一些HCC样本中ARHI的蛋白表达水平减少。而且，他们发现ARHI
的过表达能明显抑制 Hep3B 细胞系中细胞生长和集落形成，而通过 RNA 干扰使
内生性的 ARHI 表达沉默能促进 Huh-7 细胞系中细胞生长和聚集。微卫星标记
D1S2806和D1S2803的杂合性缺失只在 2.4% (1 of 42 HCCs)的HCC病例中发现。
而经过去甲基化试剂 5’-氮杂 2’2-脱氧胞嘧啶(5-aza-dC)处理后，ARHI 在一些
HCC 细胞（Bel-7402, Bel-7405, QGY-7703 and Hep3B）中明显过表达。在 47.1 %
的 HCC 样本中 ARHI 启动子内 DNA 的高度甲基化而没有 ARHI 表达。这些结
果表明 ARHI 可能主要是通过触发 HCC 外源性事件实现在 HCCs 中的下调从而
作为一个抑癌基因在肝癌中发挥作用。而 Zhao 等[24]进一步发现在原发性肝癌细
胞株中 ARHI 可能通过抑制 mTOR/VEGF 信号通路来发挥抑癌作用。 
1.2 核转录因子κB （NF- κB） 
1.2.1 NF- κB 的组成和结构 
NF-κB是1986年Sen和Baltimore[25]最先在成熟B 细胞中发现的核蛋白， 因
能与 B 细胞免疫球蛋白的κB 轻链基因增强子κB 序列( GGGACTTTCC )特异
结合而得名。NF-κB 由 NF-κB 家族的成员组成同源或者异源二聚体。NF- κB 
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个成员：p65 (RelA)，RelB，c-Rel，p50/p105 (NF-κB1)和 p52 (NF-κB2)。上述
成员在肽链 N 末端都有一个约 300 个氨基酸组成的 Re l 同源区(RHD )，该区负
责 NF- κB 的二聚化、核定向、与 DNA 或抑制分子 kappaB (IκB)结合[26]。
RelA(P65)， RelB 和 c-Rel 含有 C 端反式激活功能域(TAD )，能与转录结构相
作用从而促进基因转录。不含 TAD 的 p50 或 p52 同源二聚体则起转录抑制作用
[27]。NF-KB 家族蛋白都含有一个使其向核内转录定位所必需的(NLS)序列，在大
多数正常的静止细胞 NF- κB 通常与其抑制蛋白 IκB 相结合，妨碍 NLS 与核
转运信号间的相互识别，并以非活性状态贮存于细胞质中。IκB 是一种抑制蛋
白，主要功能是对 NF- κB 的活化起调控作用，其家族成员主要有 IκB -α、I
κB-β、IκB- ε、IκB- γ 、IκB- δ、Bcl- 3 及其前体蛋白 p105 和 p100[27]。 
1.2.2 NF- κB 的激活机制  
NF-κB 有经典的和非经典 2 条主要激活机制。大多数细胞系中主要是经典
途径且涉及 p65、c-Rel 和 p50。这条通路由 IKK(IκB 的异源二聚体激酶)、Iκ
B 和 NF-κB(典型的 p65/p50 异源二聚体)组成，经常被炎性细胞因子例如：IL-1
β、TNF-α以及各种各样的细胞应激所激活[27]。TNF-α诱导的 NF-κB 激活通
路是研究最深入的一条，代表了 NF-κB 的经典激活机制。这条通路起始于 TNF-
α与 TNF- α受体（TNFR）的结合，这使得 IKK 能通过 TRAF2 和 RIP1
（receptor-interacting protein kinase 1)与 TNFR1 信号复合体相结合。此后，IKK
通过 RIP 调节的磷酸化作用而活化[28-30]。活化的催化亚基 IKKb 使 Iκβ得 32 位
和 36 位丝氨酸残基磷酸化，启动 Iκβ的聚泛素化和蛋白酶体的快速降解，这使
得 p50 和 p65 的 NLS 序列暴露，确保的 NF-κB 的核定位能促进基因转录。NF-
κB的转录活性大部分是由 P65亚基的磷酸化和甲基化调控，借此影响它与DNA
的结合和与转录复合物例如：CBP/p300 的相互作用[27]。 
非经典途径是由 TNF 受体家族的非死亡受体成员例如：CD40、淋巴毒素β 
(LTβ)、B 细胞活化因子(BAF) 和一些微生物的蛋白如来自 EB 病毒的 LMP-1
激活。这条通路依赖于 NF-κB 的诱导激酶 NIK 调控 IKKα的活化，使得 P100















Degree papers are in the “Xiamen University Electronic Theses and Dissertations Database”. Full
texts are available in the following ways: 
1. If your library is a CALIS member libraries, please log on http://etd.calis.edu.cn/ and submit
requests online, or consult the interlibrary loan department in your library. 
2. For users of non-CALIS member libraries, please mail to etd@xmu.edu.cn for delivery details.
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
